



















Abstract:  Quantitative  analysis  of  carotenoids  has  been  extensively  reported  using  UV‐Vis 
spectrophotometry and chromatography, instrumental techniques that require complex extraction 
protocols with  organic  solvents.  Fourier  transform  infrared  spectroscopy  (FTIR)  is  a  potential 
alternative for simplifying the analysis of food constituents. In this work, the application of FTIR 
with attenuated  total  reflectance  (ATR) was  evaluated  for  the determination of  total  carotenoid 
content  (TCC)  in Cucurbita spp. samples. Sixty‐three samples, belonging  to different cultivars of 
butternut  squash  (C.  moschata)  and  pumpkin  (C.  maxima),  were  selected  and  analyzed  with 
FTIR‐ ATR  (attenuated  total  reflectance). Three different preparation protocols  for samples were 
followed: homogenization (A), freeze‐drying (B), and solvent extraction (C). The recorded spectra 










Carotenoids, a complex  family of  isoprenoids, are relevant  in plant  foods and agriculture, as 






diode  array detectors  (DAD)  and mass  spectrometers  (MS)  [3,5]. These  techniques demand high 
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solvent  consumption  and  extensive  sample preparation  and  extraction protocols.  In  this  context, 












are no previous  studies of  either FTIR‐ATR or other MIR‐based  techniques  for  the  evaluation of 
carotenoids in pumpkin or squash pulp, two of the richest sources of these compounds among fresh 
produce. Therefore,  the aim of  this work was  to develop a methodology  for  the  simple and  fast 




















the  commercial  samples;  however,  at  the  climatic  and  agricultural  conditions  of  these  regions, 
harvesting occurs usually nearly 90 days after floration, or between 90 to 150 days after planting [14]. 
The  samples were disinfected  in a 200 mg/L sodium hypochlorite  solution,  rinsed, and kept  in a 
freezing room at −30 °C until processing, in a time no  longer than two days after purchase. Three 
different preparation protocols  (A, B, and C) were  followed,  corresponding  to  increasing analyte 
(carotenoids) isolation degrees in samples. First, the shell and seeds were manually separated from 




corresponds  to  the  intermediate  analyte  isolation  degree  (B).  Finally,  freeze‐dried  samples were 
subjected  to  the  extraction  protocol  described  in  Section  2.4 with  hexane:acetone  (1:1),  and  are 
referred to as extracts, corresponding to the highest analyte isolation degree (C). 
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2.2. Determination of Physicochemical Properties 
Squash/pumpkin  samples  (from  the  homogenized  fresh  pulp)  were  characterized  by  the 
following methodologies: moisture content was determined gravimetrically by air drying, according 
to  the  standard  method  AOAC  925.09;  total  soluble  solids  was  measured  refractometrically, 
according to the standard method AOAC 932.12; pH was determined potentiometrically, according 
to  the  standard  method  AOAC  981.12,  using  a  calibrated  FP20  pHmeter  (Mettler‐Toledo, 
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extracts  (C), and nearly 2 mg of  the of β‐carotene and  lutein analytical standards  (Sigma‐Aldrich, 
99%), were analyzed by FTIR‐ATR. Spectral data were obtained with an FTIR equipment (FTIR‐4100 








spectra were  reduced  in  spectral  range  (1300–3000  cm−1 or 920–3000  cm−1),  and divided  into  two 
datasets by the Kennard–Stone algorithm; one dataset, containing around 70% of the spectra, was 
used  for model  calibration,  and  the  remaining  30%  of  the  data was  used  for  testing  the model 
predictiveness. 










Laboratory  (RMSEL)  according  to  the  procedure  proposed  by  Shenk  and Westerhaus  [16].  The 









guaranteeing  a  robust  representation  of  total  carotenoids  for  regression model  development. C. 
moschata  from Tolima presented  the highest TCC, with values  that exceed 1000  μg/g  (dry basis), 












Figure  1A  shows  the  characteristic FTIR  spectra  of  the  fresh pulps. Overall,  the  spectra  are 
similar regarding the position of the characteristic peaks. However, the intensity of various peaks, 
particularly  those  between  1200  and  500  cm−1,  varies  notably, which  supports  the  feasibility  of 
obtaining  quantitative  information  on  the  chemical  composition  of  Cucurbita  species  from  these 
spectra. 
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Figure  1. Characteristic  FTIR‐ATR  spectra of  the  samples  of Cucurbita  sp.  (n  =  63) with different 










deformation of CH3 groups  (change  in HCH angles) and CH2 groups  (scissor vibrations)  [20,21]. 
Likewise, the bands located around 1360–1390 cm–1 are likely the result of the “umbrella” vibrations 
of the CH3 groups [21]. 
The most  intense peak of  the  spectra,  located  in  the  range 950–980  cm−1,  corresponds  to  the 
deformation  vibrations  of  the  C–H  bonds  in  the  polyene  chain,  whereas  the  band  located  at 
approximately  520–530  cm−1  is  associated with  the  change  in  the  angles  and deformation  of  the 
polyene chain [21,22]. 
In  these  spectra,  it  is  also  possible  to  identify  a  characteristic  band  around  1100  cm−1;  this 
absorbance peak corresponds to the C–O stretch vibrations of alcohols, which probably arises from 






cm−1  (functional groups with C–H bonds),  the spectral region 1500–2000 cm−1  (oscillations of C=O 
bonds), and regions such as 1730–1760 cm−1 (corresponding to COO–R bonds) and 1600–1630 cm−1 
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(corresponding to COO– bonds), were identified in pumpkin pectin‐rich extracts [26]. All the above 
indicates that, besides carotenoid compounds, the characteristic FITR spectra of Cucurbita spp. pulp, 






fresh pulps:  2926  cm‐1  that  corresponds  to  the  oscillation  of  groups with C–H  bonds,  1550  cm‐1, 
associated with double bonds of β‐carotene. One of the typical bands of β‐carotene and lutein can 
also be observed around 968 cm−1 [27]. 
Figure 1C shows  the spectra of  the extracts  in hexane/acetone. As  in  the spectra of  the pure 
compounds (Figure 2), it is possible to identify in the extracts the characteristic band of β‐carotene at 
3000 cm−1. However, this band overlaps with the typical hexane band that is also around 3000 cm−1, 
associated  with  C–H  bonds.  Likewise,  in  these  spectra  the  characteristic  bands  of  acetone  are 
observed, which include the intense band at approximately 1720 cm−1, associated with C=O bonds, 






investigated  (blender homogenization  (A),  freeze‐drying  (B),  and hexane/acetone  extraction  (C)). 
Cross‐validation was performed for each model, to confirm the calibration robustness, and to select 
the number of latent variables that minimized the calibration and cross‐validation error (RMSEC and 
RMESECV). The details  of  the  best models developed  are  reported  in Table  1.  For  each  sample 
preparation, the best model in the prediction stage was selected taking into account the lowest error 
(RMSEP) and the higher coefficient of determination (R2). 







































Indeed,  the  RPD  (residual  predictive  deviation)  reached  1.72,  marking  an  intermediate  model 
performance, which will need some improvement to be further applied [29] This was probably due 
to  the  high water  content, which  entails  a  lower  nutrient  concentration,  a  lower  absorbance  of 
carotenoids in the spectra, and a higher effect of the absorbance linked to water content. The RMSEP 














out  the  extraction  of  total  carotenoids  in  hexane/acetone,  it would  be  possible  to  improve  the 




The  performance  of  PLS  models  developed  in  different  studies  for  the  determination  of 




Table  2. Comparative  performance  of  reported methods  based  on MIR  and NIR  techniques  for 
carotenoid determination in food samples. 
Technique  Matrix  Range of Variation (μg/g) (max–min)  Analyte  R2  RMSE  Source 
MIR  Tomato juice  92.5–15.22  Lycopene  0.97  0.4  [11] 
MIR  Tomato juice  1.8–6.6  β‐carotene  0.91  0.054  [11] 
NIR  Pumpkin  67.1–451.2  Total carotenoids    0.95  31.7  [30] 
NIR  Pumpkin  50.3–434.3  Lutein  0.96  26.8  [30] 
NIR  Pumpkin  0–24  β‐carotene  0.81  2.27  [30] 
NIR  Tomato  26.2–6290  Lycopene  0.85  91.19  [31] 




by  the  conventionally  spectrophotometric UV‐Vis  technique, with  lower  time  consumption  and 
avoiding the need for extraction protocols and solvents. The comparison between both techniques is 
presented in Figure 3. 










providing  useful  quantitative  information,  probably  associated  to  trans  C=C  groups  from 
isoprenoids, such as β‐carotene and lutein, which are known to be abundant in Cucurbita. Although 
extracts  collected  from  the mixture of  solvents had  a greater  isolation degree of  the  analyte,  the 
regression models  presented  poor  predictability, which  can  be  attributed  to  the  overlapping  of 
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